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Abstract of DE 4431833 (C1) 

The prepn. of a concentrate of AHF (antihaemophilic factor-Factor VIM) from a cryoppte. comprises: (a) 
suspending and dissolving the cryoppte.; (b) removing non-AHF proteins and precipitating AHF in a 
known manner to give a crude AHF paste as a sediment; (c) carrying out a first virus inactivation of the 
crude AHF paste by heat treatment in the presence of 0.7-1 .4 g/ml calcium gluconate and 1 .25-1 .5 g/mi 
sucrose pooled concentrate and \- 0.5 mol/l of other protein-stabilising substances chosen from the 
amino acids glycine, alpha or beta alanine, lysine, leucine, valine, asparagine, serine, hydroxyproline, 
proline, glutamine, alpha or beta or eta -aminobutyric acid; (d) cooling and diluting with distilled water; 
(e) carrying out a second virus inactivation using a solvent-detergent (SD) process; (f) purifying the 
extract by chromatography using a weakly basic anion exchange resin; and (g) ultra filtering and 
diaconcentrating the extract. 
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@ Verfahren zur Herstellung eines AHF-Konzentrates 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines 
Konzentrates des AHF (antihamophilen Faktors - Faktor VIII) 
aus Kryoprazipitat, umfassend folgende Schritte: 

(a) Suspendieren und Losen des Kryoprazipitats, 

(b) Entfernen von nicht-AHF-Proteinen und Fallung des AHF 
in an sich bekannter Weise, wobei eine AHF-Rohpaste als 
Sediment enthalten wird, 

(c) erste Virusinaktivierung der AHF-Rohpaste unter Warme- 
behandiung und in Gegenwart von Calciumglukonat in einer 
Menge von 0,7 bis 1,4 g/mi und Saccharose in einer Menge 
von 1,25 bis 1,5 g/ml gepooltes Konzentrat und weiterer 
eiweiSstabilisierender Substanzen, letztere ausgewahlt aus 
der Gruppe der Aminosauren: Glycin, a- oder (3-Alanin, 
Lysin, Leucin, Valin, Asparagin, Serin, Hydroxyprolin, Prolin, 
Glutamin, a-, oder gamma-Aminobuttersaure, in einer 
Menge, die wenigstens eine Konzentration von 0,5 Mol/I 
ergibt; 

(d) Abkuhlenlassen und Verdunnen mit aqua dest; 

(e) zweite Virusinaktivierung nach dem Solvent-Detergent- 
Verfahren (SD-Verfahren), 

(f) chromatographische Reimgung mit einem schwach basi- 
schem Anionenaustauscher-Harz; 

(g) Ultrafiltration und Diakonzentrierung. 
Dabei steht im Vordergrund die Kompatibilitat zweier Viru- 
sinaktivierungsschritte (c) und (e) bei hoher Ausbeute. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
eines Konzentrates des AHF (Antihamophilen Faktors 
— Faktor VIII) aus einem Kryoprazipitat, das aus huma- 5 
nem Blutplasma gewonnen wurde (vgl. G. Pohl-Cryo- 
precipitente; its preparation and clinical use; Handbook 
of Hemophilia; herausgegeben von K. Brinkhouse and 
H.C. Hemker; Part II 1975). 

Es bestehen zahlreiche Patentschriften und andere 10 
Publikationen, die Verfahren zur Herstellung eines 
Konzentrates des antihamophilen Faktors betreffen. 
Viele der bekannten Verfahren beschreiben Verfahren- 
schritte 

15 

(a) Suspendieren und L6sen des Kryoprazipitat 

(b) Entfemen von nicht-AHF-Proteinen und Fal- 
iung des AHF, wobei eine AHF-Rohpaste gewon- 
nen wird. 

20 

Das Bekanntsein der Schritte a und b wird demnach 
vorausgesetzt. 

Nicht-AHF-Proteine konnen vorzugsweise durch 
saure Fallung und Adsorbtion an Al(OH)3 und Polyethy- 
lenglykol-Fallung praktisch vollstandig entfernt werden, 25 
ohne daB wesentliche Teile des AHF verloren gehen. 
Derartige Verfahren zur Gewinnung einer AHF-Roh- 
paste werden als an sich bekannt vorausgesetzt. 

Ftir die Erfindung stellt sich die Aufgabe, ein Verfah- 
ren anzugeben, das besonders wirtschaftlich eine zwei- 30 
fache Virusinaktivierung anwenden laBt, wie sie heute 
von verschiedenen Anwendern und Gesundheitsbehor- 
den gefordert wird. Dabei soil eine optimale Kombina- 
tion von Schritten angegeben werden, als deren Ergeb- 
nis eine totale Virusinaktivierung und trotzdem eine ho- 35 
he Ausbeute an AHF erreicht werden. 

Bekannt ist, daB gute Ausbeuten an AHF durch "mil- 
de" Verfahrenschritte in Verbindung mit einem Hitze- 
Virusinaktivierungsschritt erreicht werden konnen. 
Durch anschlieBende Gel- Filtration wird ein hochgerei- 40 
nigtes AHF erhalten. Unter Hitze- Virusinaktivierung 
wird ein Verfahren verstanden, bei dem eine AHF-Roh- 
paste in Gegenwart von proteinstabilisierenden Sub- 
stanzen etwa 10 Stunden Iang bei 60° C pasteurisiert 
wird. Derartige Verfahren sind bekannt. Es konnen ge- 45 
wisse Variationen der Inkubationszeit und der Inkuba- 
tionstemperatur vorgenommen werden, wobei derarti- 
ge Variationen im fachmannischem Ermessen Hegen. 

Zur Verbesserung der bekannten Verfahren kommt 
es darauf an, vom Prinzip her bekannte Teil verfahren 50 
zur AHF-Gewinnung und zur zweifachen Virusinakti- 
vierung derart zu kombinieren und zu variieren, daB ein 
wesentlicher Ausbeute-Verlust trotz der hintereinan- 
dergeschalteten beiden Inaktivierungsschritte nicht ein- 
tritt. 55 

Die Losung dieser Aufgabe erfolgt durch ein Verfah- 
ren, das folgende Schritte umfaBt: 

(a) Suspendieren und Losen des Kryoprazipitats, 

(b) Entfernen von nicht-AHF-Proteinen und Fal- 60 
lung des AHF in an sich bekannter Weise, wobei 
eine AHF-Rohpaste als Sediment erhalten wird, 

(c) erste Virusinaktivierung der AHF-Rohpaste un- 
ter Warmebehandlung und in Gegenwart von Cal- 
ciumglukonat in einer Menge von 0,7 bis l,4g/ml 65 
und Saccharose in einer Menge von 1,25 bis 
l,5g/ml gepooltes Konzentrat und weiterer ei- 
weiBstabilisierender Substanzen, letztere ausge- 
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wahlt aus der Gruppe der Aminosauren: Glycin, cc- 
oder p-Alanin, Lysin, Leucin, Valin, Asparagin, Se- 
rin, Hydroxyprolin, Prolin, Glutamin, a-, (3- oder 
gamma-Aminobuttersaure, in einer Menge, die we- 
nigstens eine Konzentration von 0,5 Mol/1 ergibt; 

(d) Abkiihlenlassen und Verdunnen mit aqua dest.; 

(e) zweite Virusinaktivierung nach dem Solvent- 
Detergent- Verfahren (SD-Verfahren), 

(f) chromatographische Reinigung mit einem 
schwach basischem Anionenaustauscher-Harz; 

(g) Ultrafiltration und Diakonzentierung. 

Durch die vorgenannten Verfahrensschritte ist es 
uberraschenderweise mdglich, hohe Ausbeuten an AHF 
zu erzielen, obwohl zwei Inaktivierungsschritte hinter- 
einandergeschaltet werden. Wesentlich erscheint, daB 
die Warmebehandlung in Gegenwart Calciumglukonat 
und Saccharose vor sich geht, wobei die Losung auch 
noch relativ hohe Anteile an Aminosauren als eiweiB- 
stabilisierende Substanzen enthalt Calciumglukonat 
und Saccharose sind relativ preiswert und erlauben da- 
her eine wirtschaftliche Herstellung eines Faktor VIII- 
Praparates. 

Der zweite Virusinaktivierungsschritt wird nach dem 
sogenannten Solvent-Detergent-Verfahren (SD-Ver- 
fahren) durchgefiihrt Ein solches Verfahren ist bekannt 
und beispielsweise offenbart im US-Patent 4 540 573. 
Hierbei wird Tri(N-Butyl)-Phosphat (TNBP) und als De- 
tergent die unter Tween 80 (Polysorbat DAB) bekannte 
Substanz verwendet. Diese Substanzen werden an- 
schlieBend wieder entfernt Dieser Verfahrensschritt 
zur Virusinaktivierung ist demnach an sich bekannt. 
Nicht bekannt dagegen ist eine Kombination einer Hit- 
zebehandlung und eines SD-Verfahrens unter den ge- 
nannten Bedingungen. 

Fur eine gute Stabilisierung werden gleichzeitig die 
Aminosauren Glycin und L-Lysin verwendet, die beide 
in einer Konzentration von 03 bis 1,5 Moi/1, vorzugs- 
weise 1,0 ± 0,1 Mol/1 vorliegen. Bei wesentlich geringe- 
ren Konzentrationen fallt die AHF-Aktivitat ab. 

Die Warmebehandlung wird solange durchgefiihrt, 
bis in der AHF-Rohpaste moglicherweise vorhandene 
infektiose Viren ihre Infektiositat verlieren. Behandelt 
wird 30 Minuten bis 48 Stunden lang bei einer Tempera- 
tur zwischen 50° und 70° C, vorzugsweise 5 bis 15 Stun- 
den bei einer Temperatur von 60° ± 5°C. 

Die Erfindung wird anhand eines Beispiels erl&utert: 

Beispiel 

12 kg Kryoprazipitat aus gepooltem Humanplasma 
wurden in 36 kg aqua dest suspendiert und extrahiert, 
das einen Gehalt von 10 IU/g Heparin hatte. Die Tem- 
peratur der Suspension lag zwischen 24° und 36° C w&h- 
rend des nachfolgenden Ruhrvorgangs. Die Kryopr&zi- 
pitat-Suspension wurde auf einen pH-Wert von 7,0 ein- 
gestellt und 30 min lang geruhrt 

Zur Adsorption der Vitamin-K-haltigen Faktoren er- 
folgte nachfolgend ein Adsorptionsschritt Der Kryo- 
prazipitat-Suspension wurden 2 kg einer 2-Gew.-% 
Al(OH)3-Wasser-Suspension hinzugefiigt; eine Adsorp- 
tionsdauer von 10 min bei 24° bis 36°C wurde abgewar- 
tet. 

Als nachster Schritt erfolgte eine schonende Fallung 
der nicht-AHF-Produkte, insbesondere des Fibrinogens, 
mit Hilfe von Polyethylenglykol. Der Kryoprazipitat- 
Al(OH) 3 -Sus pension wurden 1,5 kg einer 
3 Gew.-°/o-PEG-4000-L6sung in Wasser zugefiigt Es 
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folgte eine pH-Einstellung auf 7,15 (± 0,02) mit lN-Es- 
sigsaure und eine Fallung uber 30 min bei 20° (± 2°) C. 
AnschlieBend wurde in einer Becherzentrifuge das ent- 
standene Sediment (5,0 kg) abzentrifugiert; dabei erga- 
ben sich 46,8 kg Oberstand. Das Sediment wurde analy- 5 
siert und anderweitig verarbeitet, 

Aus dem gewonnenen Oberstand wurde AHF-Roh- 
paste gewonnen. Der Oberstand wurde zunachst mit 
13 Gew.-% Glycin bei 20°C 20 min iang verriihrt. An- 
schlieBend wurden 14 Gew.-°/o NaCl hinzugefugt und 10 
die Mischung weitere 30 min bei 20° C geruhrt. Die 
AHF-Rohpaste wurde nun 45 min lang in einer Becher- 
zentrifuge bei etwa 3000 G (G = Erdbeschleunigung) 
und 15°-18°C zentrifugiert, wobei sich eine Menge 
von 4 1 0 g Sediment und 58,2 kg Oberstand ergab. 15 

Es wurde eine Pufferlosung zubereitet aus 101 aqua 
dest mit 0,15 M NaCl, 0,002 M Calciumglukonat-mono- 
hydrat und 0,05 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan. 
In einem Verhaltnis von 20 kg Pufferlosung zu 1 kg Se- 
diment bei einem pH-Wert von 7,15 (± 0,02) wurde das 20 
Sediment in der Pufferlosung aufgenommen. Die L6- 
sung wurde durch eine 25 u,m Nyloniage filtriert und auf 
20° (± l 0 )Ceingestellt 

Dem gepufferten Sediment wurden 75 g Glycin pro 
kg gepuffertem Sediment und 183 g L-Lysinmonoh~ 25 
ydrochlorid pro kg Sediment portionsweise unter vor- 
sichtigem Riihren hinzugefugt, so daB sich eine Konzen- 
tration von etwa 1 Mol/1 einstellt. AnschlieBend erfolgte 
die Zugabe von 1,25 kg Saccharose pro kg gepuffertem 
Sediment. Die Temperatur betrug weiterhin um 20°C 30 
bei einem pH-Wert von 7,1 5 ( ± 0,02), Die Losung wurde 
zum Klaren ruhengelassen; entstandener Schaum wur- 
de abgehebert. 

Die durch Saccharose- und Glycin-Zusatz proteinsta- 
bilisierte Losung wurde innerhalb von 30 min auf 60° 35 
(± 1°) gebracht und in diesem Temperaturbereich fur 
10 Stunden gehalten. AnschlieBend wurde die Losung 
unter vorsichtigem Riihren auf 20° C abgekiihlt. 

Der abgekiihlten Losung wurde eine Verdunnungsio- 
sung hinzugefugt, enthaltend auf 50 kg aqua dest. 425 g 40 
NaCl, 200 g Calciumgluconat-Monohydrat und 22,4 g 
Na 3 -Citrat x 2H 2 0. Von dieser Verdiinnungslosung 
wurde der abgekuhken, hitzeinaktivierten Losung die 
doppelte Menge (Verhaltnis 1 : 2) hinzugefiigt und der 
pH-Wert auf 7,0 eingestellt. 45 

Zur Durchfiihrung des 2. Inaktivierungsschrittes wur- 
de der verdiinnten Losung nach dem sogenannten Sol- 
vent- Detergent-Verfahren (SD-Verfahren) in bekann- 
tem Verhaltnis Polysorbat [TWEEN 80] (DAB) und 
TNBP hinzugefugt. Das Produkt wurde auf 26°C er- 50 
warmt und unter langsamen Riihren 8 Stunden lang in- 
aktiviert. Es erfolgt dann eine Verdunnung und Einstel- 
lung der Osmolalitat auf etwa 440 ± 40 mosmol/1. 

Das SD-inaktivierte Produkt wurde anschiieBend auf 
eine TSK-Fractogel-Saule mit schwach basischen 55 
Ionenaustauscher, beispielsweise der Typen CM-650 
S/M/C der Produktreihe TOYOPEARL ION EX- 
CHANGE RESINS, aufgetragen und mit einer Pum- 
pengeschwindigkeit von 0,8 1/min uber die Saule ge- 
pumpt und anschiieBend in an sich bekannter Weise 60 
eluiert. Die Eluate wurden gemischt und mittels Ultrafil- 
tration und Diakonzentrierung konzentriert. Es erfolgte 
weiterhin eine Einstellung der AHF-Aktivitat auf 100 
Einheiten pro ml und Abfiillung in 10 ml-Ampullen. 

Die in Ampullen abgefiillte Substanz konnte thera- 65 
peutisch eingesetzt werden. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Konzentrates 
des AHF (antihamophilen Faktors - Faktor VIII) 
aus Kryoprazipitat, umfassend folgende Schritte: 

(a) Suspendieren und Losen des Kryoprazipi- 
tats, 

(b) Entfernen von nicht-AHF-Proteinen und 
Fallung des AHF in an sich bekannter Weise, 
wobei eine AHF-Rohpaste als Sediment erhal- 
ten wird, 

(c) erste Virusinaktivierung der AHF-Rohpa- 
ste unter Warmebehandlung und in Gegen- 
wart von Calciumglukonat in einer Menge von 
0,7 bis 1,4 g/ml und Saccharose in einer Menge 
von 1,25 bis 1,5 g/ul gepooltes Konzentrat und 
weiterer eiweiBstabilisierender Substanzen, v 
letztere ausgewahlt aus der Gruppe der Ami- 
nosaurem Glycin, a- oder (3-Alanin, Lysin, Leu- 
cin, Valin, Asparagin, Serin, Hydroxyprolin, 
Prolin, Glutamin, a-, p- oder gamma-Amino- 
buttersaure, in einer Menge, die wenigstens 
eine Konzentration von 0,5 Mol/1 ergibt; 

(d) Abkiihlenlassen und Verdiinnen mit aqua 
dest.; 

(e) zweite Virusinaktivierung nach dem Sol- 
vent-Detergent- Verfahren (SD-Verfahren), 

(f) chromatographische Reinigung mit einem 
schwach basischem Anionenaustauscher- 
Harz; 

(g) Ultrafiltration und Diakonzentierung, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Calciumglukonat (Schritt c) in 
Form des Calciumglukonat-Monohydrates zuge- 
fiigt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Aminosauren Glycin und 
L-Lysin gemeinsam und in einer Konzentration von 
0,8 bis 1,5 Mol/1 zugefiigt werden. 
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